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The Study of the Microbiological Assay of Vitamin BI2 with 
Lactobaoillu.s leichmannii and Hydrolyzed Casein. 
Kiku Murata and Teijiro Miyamoto 
さきに幸子者の一人が L.leichman1tiを用いるビタミン B12(以下 B12とする)定量法により鎗
府成人の血中 812を測定した際、全血中よりの 812浸出法としてテアンカリ加熱法を行った場合
と、酵素分解法を採用した場合とでは同一血液中の 812値にかなりの相異を認めた。定量』ζ用いた
培地は Difcoの 8acto812 Assay Medium U.S.P.であった。
今回上の結果を再枚討する為先づ比較的安価に得られる酸分解カ.ゼインを主体とし之に必要なア
ミノ酸、ビタミン等を添加する培地による B12定量法を検討した結来、H.T. Thompsonl)の培地




Hoffmann2)や H.R. Skeggs3)等が用いている ?ア ミノ安息香酸やアスパラギン、或は酵素分
Ntカゼインを用いる必要はないがキサンチン、 ピリ ドキサールをmうる方がよく、一応人血中
B12 測定法として笑用 . I~満足す-べき結果を伺たのでこ〉に研究の経過と方法の概要を報告する。
実 験
1) .. 種の保存と接種菌の作り方
L. leichmanniiは MerckCo & Inc.の LyophilizedCulture ATTC 4797と7830を各 1mlの
滅菌蒸溜水と混和後共一白金線を MicroAssay Culture Agar Ic:.移殖*)する。 370Cに2日間格
養し、増殖した菌を冷綴席tζ保管し、1ヶ月t訴に植継いで菌を保存した。
接:筏菌は H.T. Thompson等1)1ζ従い保存菌から一白金耳 LitmusMilk料〉楕地に経緯L、だも
の (2-4週間保存可能) 1 ml をBactoTryptose 1 ，6を含む LitmusMilk特めに移植し370C
に24w'1'間後再び其1mlを新らしい TryptoseMilk rと移殖し 370CK24時間後、8ioassayLabo・
ratories， Chas. Pfizer Co. Inc.の方法に準じ其 0.1mlを100mlの滅菌生理的食塩水lζ懸濁し
たものを接.組菌液とし、共一滴づ〉を接種した。
的 Difcoの MicroAssay Culture Agar 47gを蒸溜水 100ml (と溶かし10分加熱後10mlづhを
試験管:1乙分注、15lb. 15分加圧殺菌する。
本的 DifcoLitmus Milk 26. 3gを蒸溜水 250ml (乙溶かし10分加熱し 10mlづ』試験管に分注し
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15 lb， 5-1旬子加圧滅菌する。
輯勺 Litmus Milk 26.3 g， Bacto Tryptose 2.5 gを蒸溜水 250ml にとかし 10mlづhを試
験管tζ分注し 15lb !ζ5分;1.111圧滅菌する。
H)操作法
標準 B12溶液は Merck製品 B1215)・Iml:水溶液を稀釈して 2mrlm1としてトルオー ル下氷室
に貯え、使用の都度0.04mrlm1に稀釈して使用する。 B12の使用範閣はOと0.01mr10.25mlか
ら0.1mr12.5 mlを7-8段階とし、供試k料は 0.5-2.5mlを4段階、12xll0mmの細い試
験管に各2本づ』加へ、蒸溜水Iζて 2.5ml K満Tこし之に培液杓2.5mlを加へ15lb， 5分加圧滅





をカ日へたものを基本とし、此成分を 第 I 署員
変へた培地と、 BactoB12 Assay 
Medium につき L./eich. 4797と
7830を用いた場合(包し B12Assay 
Medium についてはL.leich. 7830 





















HCl-hydrolyzed Casein Igm Biotin ly 
Tryptophan 20mg Pyridoxine 400// 
Cysteine 20 It Pyridoxal 4∞。
Adenine Sulfate 1 It Riboflavin 2α}。
Guanine HCl 1 It Thiamine 2∞。
Uracil 1 It Ca-pantothenate 2∞。
Xanthine 1 It Nicotinic Acid 2∞。
Salts A* lml Folic Acid 1∞。
Salts B場 1 / Asocrbic Acid 2∞mg 
Na-Acetate 1.2gm Fumaric Acid l∞。
Glucose 4_0 Tween 80 0.2ml 
ホSaltA KH~PO会 2255gEii mmlH O K~HPO.l 25g! i;OVWl n2 
Salt B MNagCS1 0・7H2000O10. 目5gg)( 




培地 1…...Difcoの BactoBl2 
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Response of L.leich 7830 to Vit. B12Concentrate 




Difco Bl2 Assay I Thompson 
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第一図 Response of Lactobaci1lus leichmannii 7830 to 
Vit. Bl~ Concentrate on Difco and Thompson 
Media. 
第 E 表
Comparison of Different Media in the Assay of 
V. B12 Using L. leich. 7830 
Transmission 
B12 level 
Thompson 2J1lTMicohe .mo+fmaAitlpto.srAoaj.ntu+e -| l 1 Thomp mr/tube Thompson M.+Tomat M.+Trypsin 
Medium i~ic~ fiít;;t~l::romL~~?_ j~_- I ~~~~~~ed jU1Ce rmratelice filtrate Icasein 。 1∞ 1∞ 99 99 
0.01 91 93 95 94 
0.03 72 73 83 81 
0.05 63 60 68 73 
0.07 57 54 61 64 
0.10 52 42 51 
0.15 49 30 40 53 
0.20 46 24 37 49 
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にテアンカリをカUへ、 L. leich. 
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第二函Cornparisonof Different Media in the Assay 
of Vit. Bl~ Using L.leich. 7830. 
第 N 表
Effect of Tornato juice Filtrate and Xanthine to 













ljuice filtrate I 
98 99 99 
92 96 95 
83 89 88 
70 83 80 
63 77 70 
55 71 61 
47 62 53 
40 51 ω 
第 V 表
Comprision of the Combination of two Different 
Media and two Different L.leich. 
Transmission 
L. leich. 7830 L. lecih. 4797 
Thompson|lT+hPoAmABpsApsoa+ nraM. Thompson lThompson M 
Medium I ' •.Ãs~.a~alZin Medium 1'. Ä;;~~agin 。 99 99 97 1∞ 
0.01 86 88 81 90 
0.03 60 64 56 62 
0.05 49 51 41 48 
0.07 45 35 40 
0.10 38 38 29 33 
0.15 35 34 26 29 
0.20 32 31 25 27 
終りに臨み.lt:i地並び1<:霊式薬類を御寄1ft下されたアラパマ大学の Dr.Todhunter， General Biochemicals 
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第三図 Effect of Tomato juice Filtrate and 
Xanthine to Thompson Medium Using 
L. leiclz. 7830 
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第四図 Comparison of the Combination of Two 




The microbiological method of 
vitamin ~2 determination， using 
acid hydrolyzed回 seinas a ba-
sal medium and Lactobacillus 
leichmannit'， was investigated. 
The addition of potassium cyan. 
ide to the Thompson's medium 
with acid hydrolyzedωsein was 
found better than hydrolyzed 
casein media consisting other 
components. The best conditions 
found were to use L. leich. 4797 
for the Thompson's medium， 
0.01-0.1 mr of vitamin Bl2 per 
tube， and 40 hrs. incubation. 
It was observed that the 
method just as is satisfactory 
as the methods which use either 
amino acid medium or Difco 
medium. It was convinced that 
the method described is adequate 
for the determination of vitamin 
BI2 in natural materials. 
It was also found that the 
incorporation of p.aminobenzoic 
acid and asparagin， as has been 
used by Hoffmann and Skeggs， isnot ecessary for the medium， and the presence 
of xanthine in the medium gives a better standard curve than when they are absent. 
The consant results could not be obtained by the addition of tomato juice filtrate. 
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